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要旨
　生物は様々な生体防御能をネットワーク化して異物の排除を行い、生体としての生
命活動を維持している。生体防御機構は非特異的なものと特異的なものの二系統に大
別され、魚類においても同様な二系統の免疫機構が存在する。変温動物である魚類の
場合、低水温下では防御能の一端を担う特異免疫系がよく働かないことから、生体の
恒常性を維持するためには、好中球やマクロファージなど非特異免疫機構を担う白血
球のの役割が重要と考えられている。好中球はマクロファージとともに、炎症反応や
病原微生物の排除など、生体防御において重要な役割を担っており、細菌感染などに
起因する炎症においては、マクロファージに先立って炎症局所に遊走、浸潤すること
から、初期段階の第一線で活躍する防御細胞として好中球の機能を解析することは、
変温動物である魚類の生体防御機構を理解するうえで意味のあることである。
　近年、魚類白血球に対するモノクローナル抗体（MAb）が作製されるようになり、MAb
は白血球の解析に大きく貢献している。本論文は、我国の冷水性淡水魚養殖における
重要魚種であるニジマスの好中球に対するMAbの作製と、好中球の単離およびその
性状を解析することを目的とした。
　第一章では、ニジマス白血球を認識するMAbの製作を試み、ニジマス白血球に強
い反応性を示すMAb　T皿，5E9を得た。　フローサイトメトリー（FCM）解析および
電子顕微鏡観察によって、このMAbは好中球を認識するものであることがわかった。
FCM解析により、このMAbに陽性を示す細胞は各臓器に分布し、特に頭腎で多く見
られることがわかった。また、MAb　T皿，5E9を用いて白血球サブポピュレーション
の分離を、頭腎白血球から高純度に好中球を単離することに成功した。
　第二章では、MAbTTL－5E9を用いて単離したニジマス好中球を用いて、第一節で、
ウイルス病におけるニジマスNK様活性の役割に着目した好中球の細胞傷害能につい
て、第二節では、炎症反応において重要と考えられる好中球の性状のうち、付着能、
走化性およびNK様活性と好中球構成脂質脂肪酸との関連性を検討した。
　ニジマスの皿様細胞は小型無穎粒リンパ球であり、穎粒球ではないとされてきた
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が、ニジマスの白血球は分離が困難であることから、ニジマス好中球単独でのNK様
活性は確かめられてこなかった。そこで、好中球の非特異的な細胞傷害（NK）の有
無を明らかにするためMAb　T皿！5E9を用い、ニジマス頭腎白血球を好中球区とそれ
以外の細胞（リンパ球、栓球、単球、芽球がほとんどで、わずかに好中球を含）に分
離した（それぞれを好中球区、それ以外の細胞区とする）。哺乳類の腫瘍細胞株であ
るYAC－1を標的細胞として用いた細胞傷害試験を行ったところ、両区において傷害
活性が見られたが、好中球区はそれ以外の細胞区に対して有意に高い傷害率を示した。
さらに、それ以外の細胞区における傷害率はそこに含まれた好中球の含有率と高い正
の相関が見られた。これらの結果より、ニジマス好中球がNK様活性を有することが
明らかとなった。
　ニジマス好中球と構成脂質との関連性を調べるために、MAb　T皿！5E9を用いて単
離した好中球の脂肪酸組成と付着能、走化性、NK様活性を測定した。その結果、
ニジマス好中球は、オレイン酸の増加にともなって付着能が低下する傾向がみられた。
そして飽和脂肪酸（SFA）に対する多価不飽和脂肪酸（PUFA）の割合が増加すると
付着能と走化性が上昇する傾向が認められた。また、n－6系PUFAの増加n－3系PUFA
の増加によっても走化性が上昇する傾向がそれぞれ認められた。さらに、n－3系PUFA
に対するn－6系PUFAの割合の増加に伴い走化性が上昇する傾向もみられた。また、
NK様活性とエイコサペンタエン酸（EPA）量との間に負の相関が認められた。これ
らのことより、ニジマス好中球の機能はその構成脂質脂肪酸と関連性があることが明
らかとなった。
　以上、ニジマス好中球を認識するMAbの開発に成功したことによって、白血球か
ら好中球を高純度に単離することが可能となり、ニジマス好中球がNK様細胞である
こと、ニジマス好中球の構成脂質脂肪酸組成と好中球の付着能および走化性との間に
関連性があることを明らかにすることが出来た。本研究で開発したニジマス好中球特
異的MAb　TTL－5E9を用いることにより、ニジマス好中球の更なる機能解析が期待で
きる。
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緒言
　生物は様々な生体防御機構を備えることにより、生体としての生命活動の維持をは
かっている。
　哺乳類の生体防御機構には非特異的なものと特異的なものの二系統の免疫機構があ
り、前者には皮膚・粘液といった物理的な障壁、血中リゾチーム等の殺菌物質、白血
球による貧食・消化などが挙げられ、後者には白血球によって生産される種々のサイ
トカインや抗体等の液性因子を介した特異性の高い機構が知られており（Roittαα」．，
1990）、貧食・消化や液性因子の放出などを行う白血球の役割は、両機構において重
要な位置を占めている。
　魚類においても上記二系統の免疫機構が存在し、哺乳類と同様に白血球の機能が重
要な役割を担っていると考えられる。哺乳類を参考にしてリンパ球系や穎粒球系、単
球系に相当する白血球が分類されてきているが（EIlis，19771Rowleyα畝，19881
Ainsworth，19921Secombes　and　Fletch飢1992；Suzuki　and　Iida，1992）、哺乳類のそれと
比較するには未だ知見が乏しい。さらに、変温動物である魚類の免疫系は、変化する
環境温度下においても様々な侵入物に対処し、正常に機能できるように対応し、侵入
異物の排除を行う必要がある。そのため温度変化に対応することが可能な、魚類特有
の防御機構の存在が考えられる。魚類の免疫系は哺乳類と同様な基本構成は有してい
るものの、低温下では防御能の一端を担う特異免疫系が働かないことが明らかにされ
ている（Bly　and　Clem，1992）。それに対し、非特異免疫系を担う細胞である好中球の
貧食能および殺菌能（CIlazos8‘砿，1994）、マクロファージのマクロファージ活性化
因子（MAF）感受性（Hardie8緬ム，1994）、コイ皿様細胞による細胞傷害能（Kurata6護
畝，1995a）が環境温度に順応することが報告されており、魚類の生体防御機構におい
て、非特異的免疫機構が低温下で重要な役割を持つことを示唆している。このような
背景から、これら非特異的免疫機構を担う白血球である好中球やマクロファージなど
の性状に関する知見を蓄積し、それら白血球の機能の解析を進めていくことは、魚類
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の生体防御機構の特徴を明らかにするうえで重要であると考える。ニジマスは全国各
地で広く養殖されている重要な養殖対象種であり、その養殖ではビブリオ病や伝染性
造血器壊死症（IHN）などの感染症が産業上問題となっている。そこで本研究では、
生体防御機構において非特異的免疫の一端を担う好中球に着目し、ニジマス好中球を
単離するためのモノクローナル抗体（MAb）の開発と、それを用いて単離した好中
球の性状について論じた。以下に魚類の非特異的免疫機構と魚類におけるMAb利用
の歴史について概説し、本論文理解の助けとした。
　非特異免疫機構は、侵入異物に対する特異性や免疫記憶を有さないけれども、異物
侵入の際、早急にその排除にあたることができるという特徴をもつ。この機構は、穎
粒球、マクロファージおよびナチュラルキラー（NK）様細胞などによる細胞性防御
機構、補体やリゾチームなどの殺菌性タンパク質による液性防御機構によって担われ
ている。穎粒球は細胞質内に存在する穎粒形態によって、通常、好中球、好塩基球お
よび好酸球とに分類されるが、穎粒形態は魚種によって様々であり、必ずしも三種類
に分類されないものもあり（Ainsw飢h，1992）、アメリカナマズの穎粒球には好中球
のみが存在する（Ellsaesser，α認，1985）。好中球は、炎症局所に最も速く浸潤する白
血球として位置付けられている（Suzuki　and　Iida，1992）。好中球は貧食能を有してお
り、捕食した異物を活性酸素の産生によって殺菌し（Secombes　and　Fletcher，1992）、
その能力は、補体のオプソニン化によって増強されることが知られている（Matsuyama
ααZ．，1992）。また、丁細胞の増殖を促進させるインターロイキン1様の因子の産生も
報告されており、免疫系調節への関与も示唆されている（Verburg－vanKemenade61砿，
1995）。さらに、コイ・ギンブナでは細胞傷害能を有することも明らかになっている
（Kura血α砿，1995bl　Kurata8砲ム，1996）。好塩基球および好酸球の機能は現在のとこ
ろよく知られておらず（Hine，1992）、貧食能の有無については議論が別れている
（SteinhagenandJendrysek，19941TemminkandBayen，1987）。これらの細胞は血液中よ
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りもむしろ腸管上皮等の組織内に多数認められている（Romboutε雄乙，1989）。マクロ
ファージは多くの機能を備えた細胞である。マクロファージも貧食能を備え
（Secombes　and　Fletcher，1992）、その能力は補体や抗体のオプソニン化で増強するこ
とが知られている（Secombes　and　Fletcher，1992）。炎症の際、好中球に続いて炎症局
所に浸潤し（Suzuki　and　Iida，1992）、浸潤したマクロファージは長期問そこに観察さ
れる（Iger　and　Abraham，1990）。侵入異物に対して、マクロファージは集合化および
包囲化などによってある種の肉芽腫を形成することが知られている（Wolke，1992）。
インターロイキン1様の因子の産生も観察されており、免疫系調節に関与しているこ
とが示唆されている（Verburg－vanKemenade8」砒，1995）。また、特異免疫系の誘導に
関与する抗原提示能も備えている（Vell句oα砿，1992）。ナチュラルキラー（natural
ldllerl　NK）細胞は、寄生虫感染およびウイルス感染に対する防御を担っているもの
と考えられている（Moody6飽ム，1985；Graves8如ム，1985alGraves8厩乙，1985b）。魚類
のNK様細胞は、一般的にnonspecinccytotoxic　cells（NCC）と呼ばれ、担当細胞は小
型無穎粒リンパ球（Evans　and　Jaso－Fnedmam，1992）や好中球（Kurata　et　al．，1995b）
が知られている。補体、c反応性タンパク質およびリゾチームなどの殺菌性タンパク
質は・血中および体表粘液中に見い出されている（AlexanderandIngram，1993）・これ
らの液性防御因子は、侵入異物に対して直接的効果と共にオプソニン効果を示す
（Alexanderandlngm瓜199乞）．
　1975年にK61erとMilsteinによるモノクローナル抗体（MAb）作製法の確立以後・
これまでに多くのMAbが作製され、哺乳類の生体防御に関する研究は飛躍的な躍進
をとげてきた。白血球の解析は細胞膜表面上に存在する特徴的なタンパクや糖タンパ
ク（抗原）に対するMAbの開発によって進展してきた。これらMAbsは白血球の同
定や単離ばかりでなく、細胞分化マーカーとしてや白血球膜抗原のもつ役割や機能に
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ついての解析にも役立っている。特にヒトやマウスの各種白血球表面抗原に対する
MAbsはCD分類（ClusterofDi郡erentiation；分化に関する集団）として分類整理され、
哺乳類の白血球において大きな成果をあげている。
　魚類においても抗体を利用した白血球の解析が注目されるようになり、　1975年頃
より血清中のイムノグロブリン（Ig）に対するポリクローナル抗体を用いて膜表面上
にIgを有するリンパ球、すなわちBリンパ球を検出する試みがガンギエイ（EIlisand
Par㎞ouse，1975）、コイ（Emmnch81砿，1975）、キンギョ（Warr8雄乙，1976）およびニ
ジマス（Etlinger6∫砿，1977）等で行われた。しかし、これらのポリクローナル抗体は
胸腺細胞を含むリンパ球全般に反応し、Bリンパ球を特定するには至らなかった。魚
類においても近年、MAbの作製が盛んに試みられるようになり、1982－1983年に、ア
メリカナマズ（LρbbandClem，1982）、コイ（Secombes8緬ム，1983a）およびニジマス
（DeLuca8砲乙，1983）でIgMに対するMAbの作製が報告され、魚類においてもBリ
ンパ球の特定がなされた。その後、マダイ（Navarro6∫凪，1993）、ターボット（Esteves
ε診α」．，1994）、ウナギ（VanderHeりidenε∫α」．，1995〉およびスズキ（RomestandααZ。，1995）
でも抗IgM－MAbが報告された6また、Bリンパ球以外の白血球に対するMAbの作
製も行われ、コイの胸腺細胞に反応するMAb（Secombes8∫説，1983alSecomb“s6∫砿，
1983b）が報告されたのを始めとして、アメリカナマズでBリンパ球以外の白血球
（Millerε厩乙，1987）、非特異的細胞傷害性細胞（NCC〉（Evans8地乙，1988）、好中球（Bly
6厩乙，1990）、Tリンパ球（Ainsworthα砿，1990）、スズキで胸腺細胞（Scapigliati8緬乙，
1995）、ニジマスで穎粒球と栓球（Slierendrecht8診砿，1995）、マクロファージ（Bowden
ε∫砿，1997）、栓球（Kfouryε診砿，1999）、好中球とマクロファージ（Kuroda8臨乙，2000）、
コイで栓球（Romboutetal．，1996；Nakayasuetal．，1997）、穎粒球と単球（Nakayasuε診α」．，
1998）および大西洋サケで好中球（Pettersen召∫砿，19951Hamdani召∫砿，1998）に特異
的に反応するMAbが報告されている。
　魚類白血球に対するMAbはまだその数が少ないが、それでもMAbを用いた研究
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は魚類白血球の解析に新しい展開をもたらしている。これらのMAbを末梢血や各臓
器より取り出した細胞や臓器の切片に反応させることで各白血球の器官分布を決定す
ることが行われた。DeLucaら（1983）はニジマスで、Navarroら（1993）はマダイで
Bリンパ球は脾臓、頭腎に多く存在し、胸腺では少ないことを示し、Slierendrechtら
（1995）はニジマスの穎粒球と栓球に反応するMAbを用いてこれらの細胞が血液中
で5－20％を占め、頭腎、脾臓では10％以下であることを報告した。スズキの胸腺細
胞に対するMAbは他の臓器や血液中の1－3％程にしか反応しなかったが、この陽性
細胞が複数の臓器や血液中に存在したことから、各臓器間における細胞の移動の可能
性が述べられた（Scapigliatiε∫砿，1995）。コイのBリンパ球はよく研究されており、
VanDiepenら（1991）は頭腎リンパ球の約20－30％がBリンパ球であることを報告し、
Romboutら（1993）は腸リンパ組織におけるIg陽性マクロファージとリンパ球の分
布およびIgを細胞質内あるいは膜表面に保有する2種類の細胞の存在を明らかにし
た。また、Bリンパ球とプラズマ細胞の発生学的研究も行われ、これらの細胞は2週
齢のコイ稚魚では見られず・1ケ月齢で頭腎、体腎、脾臓で観察されるようになり・
その後、個体の成長と共に白血球内に占める割合は増加し、およそ8ヶ月でプラトー
に達した（Koumans岬anDiepen8砂乙，1994a）・さらに・Koumans－vanDiepenら。（1995）
は2種類の抗IgM－MAbを組み合わせて用い、Bリンパ球1；は3種類のサブポピュレ
ーションが存在することを報告した。この3種類のBリンパ球の構成比率は個体の
成熟度合により、あるいは宋梢血と器官とでは異なった。このようにMAbを用いる
ことでこれまで困難であった白血球の分類や体内分布等の解析が、一部の細胞に限定
されてはいるが、次々と行われた。
　白血球機能の解析についてもMAbが利用されている。コイのIgMに対するMAb
を用いてIg結合能を有する白血球の特定がなされ、腸のマクロファージ、腎臓の単
球および腸、腎臓のリンパ球に結合能力があることが報告された（Koumans－vanDiepen
8孟凪，1994b）。ニジマスでは大部分の白血球の膜表面に存在する炭水化物を認識する
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MAbが作製され、このMAbを結合させると非特異的細胞傷害能や混合リンパ球反応
等の白血球機能が抑制されたことから、この抗原が機能抑制に関与していることが報
告された（Greenleeα砿，1993）。アメリカナマズではNCCに対する2種類のMAb
の添加によって非特異的細胞傷害が抑制されたことから、これらMAbがNCCの標
的細胞を認識する受容体に結合することが報告された（Evansε疏乙，1988）。さらに、
このMAbを用いることで、頭腎と末梢血とではNCCが異なることが明らかになっ
た（Stugeβ∫凪，1995）。
　白血球機能を解析するうえで重要なことは、白血球のサブポピュレーションを精度
良く単離することであり、MAbの開発は、MAbを用いた白血球サブポピュレーシ
ョンの単離とその細胞の機能解明への道を開くものとなった。当初は、MAbを接着
したプラスティックシャーレに白血球をのせ、その後洗い流すことでMAb結合細胞
と非結合細胞とを分離するパニング法が用いられ、最近ではMAbに磁気ビーズの付
いた二次抗体を結合させ、強力な磁石で目的の細胞を分離する磁気細胞分離装置やフ
ローサイトメーターも用いられている。これらパニング法や磁気細胞分離法によって
分離した細胞を用いて、いくつかの白血球機能の解析が行われた。ニジマスおよびア
メリカナマズではIgMに対するMAbを用いIg陽性細胞とIg陰性細胞とに分離し、
マイトジェン反応を行ったところ、LPS（lipopolysacchnde）に対してIg陽性細胞は
強い増殖能を示した（DeLucaα砿，19831Sizemoreε’砿，1984）。これは哺乳類のBリ
ンパ球およびTリンパ球と同様の結果であり、魚類においても哺乳類と類似したリ
ンパ球特性があることを示した。また、アメリカナマズでは末梢血白血球の細胞傷害
能が検査され、アロ細胞とウイルス感染細胞を標的とする少なくとも2種類のエフェ
クター細胞が存在することが明らかにされた（H・ganε厩ム，1996）・その他にも・コイ
での栓球の凝集能（Nakayasuε該砿，1997）、ニジマス栓球の凝集能（Kfouryβ該畝，1999）、
抗大西洋サケ好中球MAb（Pettersen8‘砿，1995）を用いてのニジマス好中球のPMA
（phorbol　mynstate　acetate）刺激によるrespiratory　burstおよび血漿に対する走化性
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（Hamdani8’砿，1998）などの機能が検査されている。
　以上のように、MAbの使用は白血球の分類、単離および機能解析を行ううえで、
魚類免疫学にとっても極めて重要な道具となっている。まだ魚類白血球に対するMAb
は数が少なく、その解析も始まったばかりであるが、今後さらなるMAbの開発およ
びその利用が魚類白血球を対象にして行われると考えられる。
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第一章　ニジマス好中球を認識するモノクローナル抗体（MAb）の作製および
単離の試み
序論
　ニジマス（Onoo7勿n6泥s耀yκ’ss）は、1877年以降アメリカから数回にわたり移入さ
れた移入魚である。全国各地の冷水域で広く養殖され、マスの養殖といえば本種の養
殖を指すほどである。養殖が容易な魚種で、冷水性の魚類のなかでは比較的高い水温
で飼育でき、短時間ならば25℃でも耐え、さらに人に慣れやすく、成長や生産率が
よいことなど、養殖における利点が多い。しかしながらニジマスには、冷水病やビブ
リオ病などの細菌症、白点病などの寄生虫性疾病、IHN（伝染性造血器壊死症）、IPN
（伝染性膵臓壊死症）、ヘルペス感染症などのウイルス性疾病、“Rush”のような原因
不明の炎症性皮膚炎など様々な疾病があり、それらによる被害は生産コストの上昇を
招き、産業上重要な問題となっている。さらにウイルス性疾病を治療するための薬剤
が現時点では無いため、対策に苦慮しているのが実情である。また、薬剤投与による
治療が細菌性疾病や寄生虫性疾病に対して行われているが、消費者は薬剤無投与ある
いはその使用制限下で飼育されたニジマスを求めており、この期待に応えるためには、
ニジマス生体防御機構の理解とそれを活用したニジマスの飼育法の改善が一つの道で
あると考える。ニジマス生体防御機構研究の重要性はここにある。
　緒言でも述べたように、高等動物の生体防御機構には特異的なものと非特異的なも
のの二系統の免疫機構が存在し、それら機構において白血球が重要な役割を担ってい
ると考えられている。特に、変温動物である魚類では、非特異的な免疫機構の役割が
重要と考えられることから、非特異的免疫機構を担う白血球である好中球やマクロフ
ァージの機能解析を進めていくことは、魚類の生体防御機構を研究するうえで重要で
あると考えられる。とりわけ好中球は、初期防御の第一線で活躍する防御細胞として
重要とされている（Suzuki　andIida，1992）。
10
　白血球機能を解析するうえで重要なことは、白血球のサブポピュレーションを精度
良く単離することである。好中球の機能解析にもそれはあてはまる。これまで、魚類
好中球の研究は主として遠心法による比重分離や細胞の付着性等を利用した分離法に
よって集められた細胞を用いて行われてきた。しかし、これらの方法では他の白血球
種の混入する率が高くなり、好中球のみの性状解析を行ううえで限界があった。近年
盛んに用いられるようになった白血球表面抗原を認識するモノクローナル抗体（MAb）
は特異性や単離精度が良いことから、白血球サブポピュレーションの同定や分離、そ
して生理学的機能を理解するうえで有効である。
　これまで魚類穎粒球に対しても、抗アメリカナマズ好中球MAb（Bly6厩」、，19901
Ainsworthαα’．，1990）、抗大西洋サケ好中球MAb（Hamdaniε厩1．，1998）、抗ニジマス
穎粒球・栓球MAb（Slierendrechtε護α」．，1995）、抗大西洋サケ好中球MAb（Pettersenε∫α∫．，
1995）、抗コイ貧食細胞MAb（Nakayasuαα」．，1998）、抗ニジマス好中球・マクロファ
ージMAb（Kuroda8∫砿，2000）が報告されており、ニジマスではHamdaniら（1998）
が抗大西洋サケ好中球MAbを用いてニジマス好中球を単離し、いくつかの機能解析
を行っている。
　本章では、我国の淡水養殖における重要魚種であるニジマスを用い、その好中球の
生体防御に着目し、機能解析を行うために有効な手段となるMAbの作製およびその
性状解析と、それを用いた好中球の単離を試みた。
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第一節　モノクローナル抗体（MAb）の作製および認識細胞の同定
　魚類穎粒球に対するMAbは、アメリカナマズの好中球で（Blyε厩乙，19901Ainsw頒h
8’砒，1990）の二例、大西洋サケ好中球で一例（Hamdaniα砿，1998）、ニジマス好中
球および栓球（Slierendrechtε薦乙，1995）、コイ好中球および単球（Nakayasuα畝，1998）、
ニジマス好中球およびマクロファージ（Kurodaε1認，2000）でそれぞれ一例ずつ報告
されている。その数は哺乳類のレベルにははるかに及ばず、機能解析はあまり進んで
いない。そこで本節では、機能の解析が重要なポイントとなる、ニジマス（On607hyn6〃s
lnyん’ss）穎粒球に対するMAbの作製を試みた。
材料および方法
　供試魚は静岡県水産試験場富士養鱒場から供与された約500gのニジマスを用いた。
供試魚は供試魚は流水、水温13±1℃の飼育環境下で、魚体重の約2％の市販飼料を
1日に1度与えたものを用いた。
　　およびハ　ブリドーマの
　ニジマスから尾部採血により末梢血を採取し、RPMI－1640培地（ニッスイ）で数
回遠心洗浄し（4℃、800×9、5分間）、白血球層を回収した。この白血球を比重LO509／mL
とLO709／mLのPercoll（Phamlacia）液を用いて4℃、400×g、20分間の遠心分離を行
い、比重LO509／mLと1．070g伽Lの問層に集積した白血球を回収してリンゲル液で数
回洗浄したのち、リンゲル液に再浮遊させ、5×107cells／500μLに調整した。これらの
細胞を生後8週齢、雌のBALB／cマウスに2週間おきに3回、腹腔内接種した。最終
接種の3日後に脾臓を摘出し、メッシュでやさしくRPMI－1640培地中に脾臓細胞を
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濾しだして回収した。ハイブリドーマ作製はGefter8緬乙（1977）の方法に従った。作
製したハイブリドーマはヒポキサンチン（1×104M）、アミノプテリン（4×10’7M）、
チミジン（1．6×10’5M）の3種（HAT）を含むGIT培地に浮遊させ、ddyマウスの胸
腺細胞（feeder細胞）と共に96穴培養プレートで37℃、2週問培養した。
ハ　ブリドーマの’　およびクローニング
　ハイブリドーマの選定（スクリーニング）はフローサイトメトリーで行った。末梢
血白血球（PBL）の浮遊液を熱非働化処理済み10％fe圃bovineserum（FBS；
CommonwealthSerumLaboratohes）と0．1％アジ化ナトリウム（NaN3）を添加した
RPMI－1640培地で1×106cells／100μLに調整した後、一次抗体として丁皿，一5E9を100μL
加えて氷上、40分間反応させた。リンゲル液で数回遠心洗浄（4℃、800×g、5分間）
した後、二次抗体としてnuoresceinisothiocyanate（FITC）一ラベル抗マウスIgG＋lgM抗
体（BioSourcelntemational）を10％FBS含有RPMI－1640で1：100希釈したものを50μL
加えて氷上、40分間反応させた。リンゲル液で数回遠心洗浄（4℃、800×g、5分間）
した後、リンゲル液に再浮遊したものをフローサイトメーター（FCM；EPICSXL，
Coulter）で解析した。
　選定したハイブリドーマは限界希釈法によるクローニングとスクリーニングを数回
行って、一つのハイブリドーマ株を樹立した。GIT培地にて培養したのちMAbを含
む培養上清を回収し、同時にアイソタイピングキット（Serotec）を用いてアイソタイ
プを特定した。得られたMAbをTTL－5E9と名付けた。
　Preembed法にて行った。PBLの細胞浮遊液を熱非働化処理済み10％fe副bovine
serum（FBSICommonwealthSerumLaboratories）と0．1％アジ化ナトリウム（NaN3）
を添加したRPMI－1640培地で1×107cells／100μLに調整した後、一次抗体として
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丁皿！5E9を100μLずつ加えて氷上、40分間反応させた。RPMI4640培地で数回遠心
洗浄（4℃、800×g、5分間）した後、ペレットに二次抗体として金コロイド標識抗
マウスIgG＋lgM（BntishBiocellIntemational）を10％FBS含有RPMI－1640で25倍希
釈したものを王00μLずつ加えて氷上、40分間反応させた。RPMI－1640培地で数回
遠心洗浄（4℃、800×g、5分間）した後、2．5％グルタルルデヒドで60分間氷上で固
定し、7％ショ糖溶液で5回洗浄してからされに1％オスミウムで90分問固定した。
エタノールで段階的に脱水した後、Spurr樹脂（TaabLaborat面es）に包埋した。
　超薄切片の作製はウルトラミクロトームによって行い、酢酸ウランとクエン酸鉛で
電子染色をした後、Hitachi　H－7000透過型電子顕微鏡（TEM；Hitachi）を用いて観察
した。
結果および考察
　ニジマスのPBLはフローサイトメーターの前方散乱光（FS）と側方散乱光（SS）
とによって解析した。その結果、FSとSSがともに大きい分画A（主に穎粒球系）と
Fsとssがともに小さい分画B（主に栓球とリンパ球）の2分画が得られた（Fig．1－1）。
MAbを含むハイブリドーマ培養上清は分画A内の細胞の約80％、分画B内の細胞の
約2％に反応した。このMAbをTTL－5E9と名付けた。また、丁皿，5E9のアイソタイ
プはIgG2bであった。
　免疫電顕では、MAb反応性を示す金コロイド粒子は好中球の膜表面上にのみで観
察され、他の白血球は確認しなかった（Fig．1－2）。
　FCMによるスクリーニングは、生細胞を用いて行ったことから、膜表面上の抗原
決定基を認識するMAbが得られたものと考えられる。免疫電顕では、　分葉化傾向
にある偏心した核を持ち、細胞質に細長く電子密度の低い穎粒が散在するなど好中球
に特有の形態を有する細胞の表面に金コロイド粒子が観察された。すなわち、丁皿！5E9
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は好中球を認識するものであることが示された。
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第二節　作製されたMAbT皿・5E9が認識する抗原分子量の推定
　得られたMAbの性状の一つとして、本節では得られたMab　TTL－5E9が認識する抗
原分子量の推定を行った。
材料および方法
　本章第一節に同じ。
　PBL（1×108cells）に1％NonidetP－40を含む細胞溶解用緩衝液（25mMTns－HCllpH
75，　250mM　　NaCl，　5mM　　EDTAl　pH　8．0，　0。0002％　Aprotinin，　1mM
Phenylmethylsulfonylnuohde）を添加し、氷上にて30分間放置して溶解させた。この
細胞溶解液を遠心し（4℃、800×g、5分間）、上清を回収した。これにproteinA－agarose
（Boeh血gerMamheim）を添加して4℃で2時間ゆるやかに撹搾し、遠心（4℃、12，000
×g、20秒問）によりprotein　A－agaroseを除去することによって、非特異的ヒ結合す
るタンパク質を除去したものに丁皿，5E9を添加して4℃で2時間反応させ、次いで
protein　A－agaroseを添加して4℃で3時問以上かけて反応させた。反応しなかったタ
ンパク質を遠心洗浄にて除去したのち、　D－biotinoyl一ε一aminocaproic　acid　N－
hydroxysuccinimide　ester　（biotin－7－NHS：Cellular　Labeling　and　Immunoprecipitation　Kit，
Boe㎞ngerMannheim）によってビオチン化したものをgel－loadingbuffer（0。125MThs－
HCl，pH68120％glycerol，10％2－mercaptoethanol，4。6％SDS，and　O。0025％bromophenol
blue）と混合して3分間煮沸した。それを遠心し（4℃、12，000×ε、20秒間）、上清を
試料として10％aclylamideゲルを用いたSDS－PAGEを行った。これをPVDF膜
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（PVDF－PLUSl　Micron　Separation　Inc．）に転写し、ECLタンパク質ビオチン化モジュ
ール（Amersham　Intemational）を用いてフイルム（X－OmatARl　Eastman　Kodak）に検
出した。対照試料には、丁皿，一5E9と同一のアイソタイプであるが反応性は示さない抗
マウスIgG抗体を用いた。
結果および考察
　免疫沈降法を用いて得られた試料をSDS－PAGE分析した結果、TTL－5E9による
免疫複合体である分子量約63kDaおよび31kDaの2つのバンドが検出された（Fig．1－
3）。通常のウエスタンブロッティングでは反応性が認められなかったことから、
丁皿」一5E9はタンパク質の高次構造における抗原決定基を認識していると考えられた。
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第三節　MAbTTL・5E9陽性細胞の臓器における分布特性
得られたMAbTTL－5E9が認識する細胞が体内でどのような分布をしているのか、
またその分布量はどの程度であるのかを知るために、各組織におけるMAbTTL－5E9
陽性細胞の分布を調査した。
材料および方法
　本章第一節に同じ。
　フローサイトメトリーにて行った。PBL、頭腎、体腎および脾臓の各細胞を、本章
第一節におけるスクリーニングの手順に準じて調製し、フローサイトメーター
（FCM）で解析した。
結果および考察
　フローサイトメトリーの結果、TTL－5E9と反応性を持つ細胞は末梢血白血球（PBL）
の約11．5％、頭腎の約2L5％、体腎の約17％、脾臓の約8％であった（Fig．1－4）。この
ことより、TTL－5E9の認識する細胞はニジマスの様々な臓器に広く分布することがわ
かり、特に腎臓に多く分布する傾向がみられた。
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第四節　MAbTTL・5E9を用いた好中球単離の試み
　MAbを用いた白血球解析の利点は、分化抗原によって細胞を客観的に分類・同定
し、それらを精度良く単離できることにある。魚類ではこれまで白血球のサブポピュ
レーションの分離に比重遠心分離法や、付着性など細胞の特性を利用した分離法が用
いられてきた。しかしながら、この方法では他の白血球の混入は避けられず、各白血
球サブポピュレーションの機能の特定を行うことが困難であったるしかし近年の
MAbsの開発によって、魚類ではまだその報告は少ないものの、哺乳類と同じように
MAbを用いて同定・単離した白血球の機能解析が行われるようになった（DeLuca8該α」。，
19831Sizemoreε∫α乙，1984，Hoganαα乙，1996，Nakayasuαα乙，1997，Hamdaniααム，1998，
Kfoury8∫砿，1999）。本節では前節での結果を基に、得られたMAb　TTL－5E9を用いて
ニジマス好中球の単離を試みた。
材料および方法
　本章第一節に同じ。
　単離はパニング法（DeLucaααZ．，19831Millerε∫α’．，1987；Secombes，1994〉を改変し
行った。
　5mLの丁皿」一5E9を4℃で一晩かけてコーティングしたポリスチレン製の培養皿（直
径9cm、Iwaki）をリンゲル液で数回洗浄した後、10％FBSを含むRPMI－1640培地
8mL／皿程度を入れて室温で1時間放置してブロッキングを行った。頭腎を摘出し、
メッシュでおだやかにRPMI－1640培地中に濾しだして頭腎細胞を回収した。数回遠
心洗浄（4℃、800×g、5分間）をした後、比重1．0509／mLと1．070g／mLのPercoll
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（Phamacia）液を用いて4℃、400×g、20分間の遠心分離を行い、比重1．0509／mL
と1．0709／mLの問層に集積した白血球を回収してRPMI－1640培地で数回洗浄した後、
10％FBSを含むRPMI－1640培地に再浮遊させたものをブロッキング処理後リンゲル
で洗浄した皿に2×107cells／皿になるように流し込み、15℃で1時間反応させた。反
応後、陰性細胞を回収した後、皿を数回RPMI－1640培地で洗浄し、陽性細胞をスク
ラッピングして回収した。回収した細胞の純度はギムザ染色とズダンブラックB
（SBB）染色を行って光学顕微鏡観察によって求めた。
結果および考察
　これまでの結果を踏まえて、TTL－5E9に反応性をもつ細胞を比較的豊富に含む頭腎
からパニング法による細胞の分離を行った。分離した細胞を染色し、光学顕微鏡で観
察・算定を行った結果、好中球のみを染めるズダンブラックB（SBB）染色によって
陽性細胞の約93％が好中球であることを確認した（Table。1－1，Fig．1－5）。この方法を用
いることによってニジマスの好中球を高い精度で単離することが可能となった。近年、
魚類においても白血球サブポピュレーションの分離、その性状解析にMAbが応用さ
れるようになってきている（DeLuca6診αZ．，1983；Sizemoreαα」．，19841Millerε緬乙，1987；
Secombes，19941Hoganααム，19961Nakayasu6厩Z．，19971Hamdaniε診α乙，19981Nakayasu
8孟α1．，1998；Kfouryε砲ム，19991Kurodaε厩乙，2000）。ニジマスは我国の冷水性淡水魚養
殖における重要な魚種であるにもかかわらず、好中球を他の白血球サブポピュレーシ
ョンから分離することが困難であったことから、その機能解析には限界があった。本
研究で作製したMabは、ニジマス好中球の機能解明への貢献が期待できる・
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まとめ
（1）ニジマス好中球を認識するMAb産生ハイブリドーマ細胞株を樹立し、得られ
　　たMAbをTTL－5E9と名付けた。フローサイトメトリーの結果、本MAbが認識
　　する細胞は体内に広く分布し、頭腎に最も多く分布していた（約21．5％）。
（2）本MAbが認識する抗原分子量を免疫沈降法を用いて推定したところ、分子量
　　約63kDaおよび31kDaの2つのバンドが検出された。
（3）本MAbの使用によって、ニジマス好中球を精度よく（約93％）単離すること
　　が可能になった。
（4）本MAbは、ニジマス好中球の単離や、体内での好中球の分布や追跡、好中球
　　の分化、抗原機能の解析などへの応用が期待できる。
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第二章　　MAbTTL・5E9を用いて単離したニジマス好中球の性状解析
序論
　第一章において作製したMAb　T皿，．5E9を用いることによってニジマス好中球を単
離することが可能となった。哺乳類では、好中球は炎症反応や病原微生物の排除など
重要な役割を担っており、魚類においても哺乳類と類似した働きをもつことが知られ
ている。細菌感染などに起因する炎症において、哺乳類の場合と同じようにマクロフ
ァージに先立って早急に炎症局所に遊走、浸潤することができる魚類の好中球は、初
期段階の第一線で活躍する防御細胞として重要であり、魚類においてのこの過程は、
頭腎中に貯蔵されていた好中球が、炎症による刺激によって血液中に放出され、炎症
局所に遊走するものと考えられている（Suzuki　and　Ii甑1992）。魚類好中球の主な機
能としては貧食能が知られ、感染細菌や他の寄生体（Ainsw・曲，1992）および組織残
骸（lgerandAbraham，1990）などが貧食の対象となっており、好中球はそれら異物の
排除に重要な役割を担っていると考えられている。また、好中球は丁細胞の増殖を
促進するインターロイキン1様の因子を産生し、免疫系の調節にも関与していること
が示唆されている（Kemenade　and　Weyts，1995）。さらに、コイの好中球では細胞傷害
能が存在することも報告されており（Kurata6疏ム，1995）、ウイルス病における炎症局
所における細胞傷害機能の点でも注目されている。このように魚類好中球の機能も
徐々に解明されつつある。しかしながら、上記のように哺乳類とは異なる機能をも有
することが明らかになるなど、魚類の好中球には未だ未知の部分が多いのが現状であ
る。そこで本章ではニジマス好中球機能の新たな知見を得ることを目的として、MAb
T皿，一5E9を使って単離した好中球を用いることにより、第一節ではウイルス病におけ
るニジマスNK様活性の役割に着目し、好中球の細胞傷害能を明らかにするとともに、
第二節では炎症反応において重要と考えられるいくつかの性状、特に白血球の機能に
多大な影響を及ぼすとされる脂肪酸との関連性に注目して性状解析を行った。以下に
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各節について概説した。
1．ニジマス好中球のNK様活性保有の確認
　生物はたえず外界と接しており、細菌やウイルスなどの体内への侵入を受け続ける
環境におかれている。また、体内では生命活動に伴い、老廃物や腫瘍細胞のような異
常細胞も生ずる。生物には、このような外界からの異物や生体内で生じる自己由来の
腫瘍細胞などを排除する機構（生体防御機構）が備わっている。哺乳類においては、
特定の免疫刺激を受けることなしに標的細胞を傷害する細胞群が存在し、ナチュラル
キラー（natural　killerlNK）細胞と呼ばれている。NK細胞は生体に常時存在しており、
主要組織適合遺伝子複合体（m句or　histocompatibility　c・mplexl　MHC）の拘束を受ける
ことなしに、腫瘍細胞やウイルス感染細胞に現れる正常細胞とは異なった細胞表面上
の構造を認識して非特異的に傷害活性を示し、排除していると考えられているなど、
特に哺乳類においてウイルス病の発症との関係が報告されていることから、ウイルス
病対策が課題となっている水産増養殖魚においても注目を集めている。
　現在、哺乳類のNK活性と相同のキラー活性を有する細胞が魚類においてもいくつ
かの魚種で特定されており、アメリカナマズでは無穎粒性小型リンパ球、コイでは好
中球がNK活性に似た活性（NK様活性）を有する細胞であるとされており、・魚種に
よってNK様活性を有する細胞が異なっていることが示されている。ニジマスではNK
様活性を有する細胞は無穎粒性小型リンパ球であるとされているが（Greenlee　et　al．，
1991）、好中球である可能性も疑われていて未だ明確にはなっていない。そこで本節
では、全国で広く養殖が行われ、IHN（伝染性造血器壊死症）ウイルス、IPN（伝染
性膵臓壊死症）ウイルス、ヘルペスウイルス等によるウイルス病が産業上重要な問題
となっているニジマスのNK様活性に着目し、第一章で作製したMAb　TTL－5E9を用
いて単離した好中球をエフェクター細胞としてNK様活性の測定をすることで、ニジ
マス好中球が非特異的細胞傷害性を保有しているかどうかの確認を試みた。以下に
NK細胞および魚類NK細胞、魚類NK様活性に影響を及ぼす要因について概説し、
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．本節理解の助けとした。
NK藷　および、’NK藷　について
　1970年代中頃、正常マウス脾臓リンパ球や非感作のヒト末梢血リンパ球が’n　v加o
において腫瘍細胞に対して傷害性を示すことが見い出され（Rosenbergα認，19741
Kiesslingα砿，19751Sendo8厩乙，1975）、これらの細胞は特定の免疫刺激を受けること
なしに傷害活1生を示すことから、ナチュラルキラー（natural　killerl　NK）細胞と命名
された。哺乳類におけるNK細胞は細胞質にアズール穎粒を有する大型穎粒リンパ球
（large　granular　lymphocyte：LGL）であると定義され（Sakselaε緬乙，1979）、この細胞
にはFcレセプター、C3レセプター、表面免疫グロブリン（slg）などが見い出され
ず、T一リンパ球、B一リンパ球、マクロファージなどとは異なる細胞集団とされている。
また、特異的表面抗原としてCD16＋、CD56＋を発現しており、CD57＋を発現すること
もある。NK細胞は、ウイルス抗原や細胞膜抗原と結合したMHC分子と反応するこ
とによって活性化される細胞傷害性丁細胞（CTL）と異なり、MHCに非拘束性で細
胞傷害を示し、腫瘍細胞やウイルス感染細胞などの異常細胞を正常細胞とは区別して
選択的に排除する。これは、正常細胞上に発現しているMHCクラス1をはじめとす
るHLA（human　leucocyte　antigens）がリガンドとして機能し、NK細胞表面に発現す
るNKレセプター（NKR）を介して、NK細胞の傷害機能発現を抑制するためだと考
えられている（池田およびCoulie，1997）。また、NKRはNK細胞の抑制の他、活1生
化にも寄与しており、NKRの機能がわかりつつある（池田およびCoulie，1997）。こ
のようなNKRの機能が解析されることは、自己免疫疾患の患者や移植における拒絶
の問題解決に役立つものと期待されている。
　魚類においては、Hinuma8～認（1980）によってコイの腎臓細胞が哺乳類由来細胞
に対して傷害活性を示すことが初めて明らかにされ、他の魚種においてもアメリカナ
マズ、大西洋サケ、ニジマス、ティラピアなどで類似した活性が報告されている（Graves
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4砿，19841Moody8砲乙，19851Hayden　and　Laux，19851Ghoneum8診鋤，1988）。また、そ
の担当細胞は魚種によって異なり、アメリカナマズでは小型の穎粒を持たないリンパ
球であるとされ、哺乳類との違いから非特異的細胞傷害性細胞（nonspecific　cytotoxic
cells：NCC）と名付けられた（Evans8∫砿，1984）。さらに近年、非感作の細胞傷害性
を持つアメリカナマズの末梢血白血球（PBL）の中に、NCCとは異なる細胞がある
ことが報告されている（Stugeε厩」．，1995）。他にも、このNCCは腫瘍細胞やウイル
ス感染細胞の他に、寄生虫（丁雄α勿膨nαpyπゆ7碗s）に対しても傷害機能をもつこ
とが知られている（Jaso－Fhedmamα砿，1988）。コイおよびギンブナでは好中球が細
胞傷害活性を持つことが証明されている（Kurataαα」．，19951Kurata召∫砿，1996）。ニ
ジマスではGreenleeε’αZ．（1991）はNCCは無穎粒性小型リンパ球であって、穎粒球
ではないと報告している。しかしながら、比重遠心分離法やFCMを用いた分離方法
ではニジマスの白血球サブポピュレーションを精度よく分離することが困難であった
ことから（Hamdaniε厩乙，19981Kfouryε砲ム，1999）、ニジマス好中球がNCCであるか
どうかということは未だ明確にはなっていない。以後、本研究では便宜上、魚類のNCC
を皿様細胞およびNCCの活性をNK様活性と統一表記する。
魚類NK様活性に影響を　ぼす要　について
　魚類の細胞傷害活性は様々な要因の影響を受けることがわかっている。Le　Morvan－
Rocherαα」．（1995）およびKurataα砿（1995）はコイのNK様活性が温度による影
響を受けることを報告している。また、アメリカナマズではNK様活性が∫n　v’〃・oで
cd暴露による抑制を受けること（violaα説，1996）、ゼブラフィッシュではNK・様活
性が’ηv’ヶoおよび’n　v∫voでCu、Zn暴露による低下（Rougierαα」．，1994）が報告さ
れるなど、環境汚染に対する警鐘を訴えている。ニジマスでは、Haydenε緬乙（1985）
およびRistowε厩Z．（1995）がPHA（phytohemagglutinin）によりNK様活性が活性化
されること、またKironε」砿（1993）は必須脂肪酸欠乏、Zn欠乏の飼料を与えるこ
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とによりニジマスのNK様活性が低下することを報告している。
2．ニジマス好中球の機能と構成脂質脂肪酸との関連性
　白血球の機能は様々な生体内物質（酵素などの蛋白質や脂質およびその代謝産物な
ど）と綿密な関係を持っていると考えられていることから、細胞の物質的組成および
物理的構造は機能を考える前提として重要な事柄であり、それは好中球においても例
外ではない。特に、脂質との関連性はその機能をみるための重要なパラメーターであ
る（Gennis，1989）。
　一般に細胞の機能は細胞内における情報伝達や細胞膜の流動性と関連している。細
胞の脂質組成及び脂肪酸組成の変化がそれら機能に影響することが知られ、特にリン
脂質の構成脂肪酸の組成の違いが膜流動性に対して影響を与えることや、細胞内情報
伝達機構としてのCa2＋の動員に影響していること等が示唆されている（Kinsella6該
畝，1990）。変温動物は膜の脂質組成を変化させることにより低温に適応する。通常、
低温に適応するためには脂質の不飽和度を増加させたり、脂肪酸側鎖の平均鎖長を減
少させる。このような変化は膜の脂質充填密度を減少させることにより流動性の維持
を可能にする。適切な膜の流動性が維持されることは様々な膜機能や膜結合性蛋白質
の活性調節において不可欠である（Gemis，1989）。これらの理由からも細胞機能と脂
質との関連性が大きく注目されている。魚類もまた変温動物であり、環境温度の変化
に自らの生体防御能を適応させるため、なんらかの方法で機能の維持をはかっている
と考えられる。
　魚類においても飼料中の脂肪酸が免疫に関する細胞の脂肪酸組成に反映され、魚の
生理機能に様々な影響を及ぼすことが知られるなど、飼料と免疫との観点から多くの
研究がなされてきた（Hardy6言・砿，19791Blazer　and　Wolke，198410bachα尻，19931
Waagbo，19941Ashtonαα乙，19941Fracalossi　andLovell，1994；Kiron8砲乙，19951Bellαα1．，
19961Thompsonαα」．，19961Montero8∫α乙，19981Monteroαα乙，19991Amar8∫α乙，2000）。
ニジマスにおいても、必須脂肪酸欠乏飼料を与えることによりニジマスのNK様活性
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が低下することが報告され（Kiron8厩乙，1993）、また最近ではn－3系脂肪酸、特にα一
リノレン酸がニジマス稚魚のIHN実験感染において生残率を向上させることや飼料
のn－3系脂肪酸が貧食能発現に関与していることなども示唆されている（五十島，私
信）。これらの情報からも、魚類における免疫機構と免疫関連細胞の脂肪酸組成との
関連の重要性がうかがわれ、その関連性を明らかにすることは魚類の生体防御機構の
全容解明に貢献するものと期待される。
　魚類の好中球機能は、細菌感染などに起因する炎症における病原性微生物、変性組
織などの異物の排除、また脱穎粒を通じての組織内への作用物質の放出である
（Ainsworth，19921Secombes　and　Fletcher，19921Suzuki　and　Iida，19921Steinhagen　and
Jendrysek，1994；Lamas　and　Ellis，1994；Kurata6診α1。，1995；Secombes，1996）。さらに、コ
イの好中球では細胞傷害能が存在することも報告されており（Kurataε1砿，1995）、こ
れらの細胞活動もまた細胞膜の機能や細胞内外での情報伝達機構が影響している可能
性が考えられる。しかしながら未だ知見が乏しく、はっきりとした関連性はわかって
いない。
　そこで本研究では、ニジマスの好中球においても細胞機能と構成脂質・脂肪酸は何
らかのかたちで関連している可能性があると考え、ニジマス好中球の機能と細胞の構
成脂質脂肪酸との関連性を調べることを目的としてニジマス好中球を単離し、・その機
能および脂質の脂肪酸組成の解析を試みた。以下に高等動物の炎症機構および炎症反
応における好中球の役割について概説し、本節理解の助けとした。
　高等動物では、生体が微生物、化学物質、または物理的な刺激など、生体細胞に害
毒をおよぼす種々の因子によって内外から傷害を受けたとき、傷害された細胞の構成
成分の分解物、主として酵素分解物をmediatorとした生体のカスケード反応が生ず
ることが知られている。これはきわめて複雑な過程を包合している一つの個体の防御
反応であり（鶴見，1965）、これが炎症反応である．ことに、生体内へ感染性微生物が
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侵入することによって起こった組織傷害に対して、生体は炎症反応で応じる。感染部
位へは免疫に関与する細胞や蛋白分子を動員する必要が生じる。感染における炎症反
応には、①感染部位への血液供給量が増大、②血管内皮細胞の反応による血管透過性
が克進、③白血球が毛細血管内皮への付着し、内皮を通り抜けて組織に移行し、走化
性因子（C5aやurB4など）のために感染部位に向かって移動する（ケモタキシス）。
これら三つの過程そのものが炎症性反応を構成する（Roittε厩乙，1990）。そして炎症
部位に到達した細胞は防御機構を全うし、あるいは修復正常化へ向けての展開をはか
る。
　炎症におけるハイライトは③の白血球の移行であり、この主役は好中球である。こ
のケモタキシスの段階では、炎症部位での組織傷害や感染性微生物によって血漿中の
活性化された補体や酵素などが、化学走化性因子（補体成分のフラグメントであるC5a
や膜リン脂質のアラキドン酸代謝産物のLTB4など）を遊離する。これらの因子は周
辺の毛細血管内に拡散してゆくことによって、好中球を毛細血管内皮に付着させる．
好中球は内皮細胞間に偽足を伸ばし、基底膜を通り抜け、血管外に顔をだす。ついで
血管から組織中へ飛び出し、走化性因子の濃度勾配に従って炎症部位へと遊走する。
遊走によって炎症部位に達した好中球は、まず異物を認識し、細胞表面に発現してい
ると考えられている付着因子を介して異物に付着し、貧食などの異物処理の機構が働
く（Roittα砿，1990）。そして、好中球のこれらの機能が不十分であると最終段階す
なわち治癒過程にうまく移行することができなくなることから（京極，1986）、炎症に
おける好中球の役割は極めて重要である。
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．第一節1ニジマス好中球の非特異的細胞傷害性保有の確認
　ニジマスにおけるNK様細胞は無穎粒性小型リンパ球であり、穎粒球ではないとさ
れているが（Greenleeα砿，1991）、以前はニジマスの好中球を高純度で得ることが困
難であったため、ニジマス好中球が非特異的細胞傷害性を保有しているのかどうか明
確ではない。
　現在、哺乳類のNK活性と相同のキラー活性を有する細胞が魚類においてもいくつ
かの魚種で特定されており、アメリカナマズでは無穎粒性小型リンパ球、コイでは好
中球がNK様活性を有する細胞であるとされており、魚種によってNK様活性を有す
る細胞が異なっていることが示されている。そこで本節では、ニジマスのNK様活性
に着目し、MAb　TTL－5E9を用いて単離した好中球を用いてNK様活性の有無を明ら
かにすることを試みた。
材料および方法
　第一章第一節に同じ。
　標的細胞には哺乳類の腫瘍細胞株であるYAC．1（Moloney　virus　induced　T－celI
lymphoma）を10％FBSを含むRPMI－1640培地で5％CO2下、37℃で培養したものを
用いた。
丁皿，一5E9を　いたエフェクター弄　の’”
第一章第四節の好中球の単離に同じ。
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　細胞傷害試験は標的細胞から放出されるlactate　dehydrogenase（LDH）を測定する
方法（Koreniewski　and　Callewaert，1983）を用いた。標的細胞の培地をphenol　red－free
RPMI－1640培地に置換し、細胞濃度を1×105cells／mLに調整したものを96穴丸底マ
イクロプレート（ComingLabs．Inc．）の各穴に100μL　（1×104cells）ずつ分注した。
次にエフェクター細胞と標的細胞の比（E：丁比）が最終的に12．5：1となるように
red－fr“eRPMI－1640培地で調整したエフェクター細胞を100μL（1．25×105cells）ず
つ各穴に分注し、15℃で8時問培養した。遠心分離後（4℃、250×g、10分間）、各
穴から上清を100μLずつ96穴平底マイクロプレート（Coming　Labs．Inc．）に移した
ものに、54mM　L－lactate（Sigma）含有0．2M　Tns　buffer（pH8．2）、0。66mM2－P－
iodophenyl－3－p－nitrophenyl　tetrazolium　chloride（INT，Sigma）、　O．28mM　phenazine
methosulphate（PMS，Sigma）、13mMβ一nicotinamide　adenine　dinucleotide（NAD，Sigma）
によって構成されるLDH基質混合溶液を100μLずつ各穴に分注した。遮光して室温
で30分間反応させた後、マイクロプレートリーダー（BICHROMATIC，Labsystems）
で吸光度を測定した。LDH活性は492nmおよび620nmにおける吸光度min’1の変化
で表した。細胞傷害率は以下の式によって求めた。
EX－ES－TS
細胞傷害活性（％）＝ ×100
TM－TS
EX：試験放出値
ES：エフェクター細胞自然放出値
TS：標的細胞自然放出値
TM：標的細胞含有値
TMは終濃度1％のThton－X100　（Sigma）によって溶解し放出した値である。
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結果および考察
　TTL－5E9で単離したニジマス好中球（丁皿，5E9陽性細胞）とTTL－5E9に陰性であ
った細胞のYAC－1に対する非特異的な細胞傷害活性を測定した結果、TTL－5E9陽性
細胞は丁皿，5E9陰性細胞に対して有意に高い活性を示した（Fig．2－1）。また、TTL－5E9
陰性細胞におけるNK様活性とそれに含まれる好中球数との間には強い正の相関がみ
られた（Fig2－2）。このことから、本条件下でのニジマスのYAC－1に対する非特異的
細胞傷害は主に好中球によるものであることが示唆された。Greenlee81砿（1991）は
ニジマスのNK様細胞は無穎粒性小型リンパ球であって穎粒球ではないと報告してい
るが、Kurata召∫砿（1995）がコイ好中球でのNK様活性を報告するなど、魚類では好
中球がNK様活性を有する場合もあることが知られている。本研究では単離した好中
球を用いることによってニジマスのに好中球もNK様活性が存在することが明らかに
なった。このことから、好中球機能にスポットを当てた研究が、ニジマスの細胞傷害
メカニズムの解明に新たな道を開くものとなると期待される。
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第二節　ニジマス好中球の機能と構成脂質脂肪酸との関連性
　哺乳類では白血球の構成脂質脂肪酸は白血球機能に多大な影響を与えることが知ら
れているが、魚類においては知見が乏しい。本節では、ニジマス好中球の機能と細胞
の構成脂質脂肪酸との関連性を知るために、単離した好中球を用いてその機能および
脂質の脂肪酸組成の解析を試みた。
材料および方法
　供試魚は本学施設吉田実験実習場から供与された約800－15009のニジマスを用いた。
供試魚は流水、水温22±1℃の飼育環境下で、1ケ月間、魚体重の約2％の市販飼料
を1日に1度与えたものを用いた。
第一章第四節に同じ。
　好中球からの脂肪酸メチルエステルの調製はAOCS法（Ce　lb・89）に準じ、NaOH、
100℃でケン化した後、BF3／methanolでメチルエステル化してイソオクタンで抽出を
行った。脂肪酸メチルエステルはGLC（Shimadzu　GC14B　gas　chromatograph）で分析
を行った。カラムはSupelcowax－10fusedsilicaopentubularcapilla可column（0．25mmi．d．
×30m，SupelcoJapan，Tokyo）を用いた。検出器はHD（％meionizationdetector）、ヘ
リウムをキャリアガスをとして200kPaで使用した。そしてカラムの昇温プログラム
は7℃／minで135～180℃、1．2℃／minで180～240℃と設定した。分析同定はAc㎞an
（1987）の方法に従った。
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　試験方法はGaldieroα砿（1991）の方法を改変して用いた。単離した好中球を5×
106cells／mLに熱非動化処理済みfetal　bovine　serum（FBSl　Commomwealth　Selum
Laboratohes）を10％含むRPMI－1640で調整した。15℃下で好中球浮遊液500μLを
ナイロンウールを1．5cmの高さに詰めたパスツールピペットに流し入れ、ピペット
を通過した好中球数からナイロンウールヘの付着率を算定した。
　Boyden（1962）の方法を改変したものを用いてニジマス好中球の血漿に対する走
化性を観察した。好中球をRPMI－1640培地で2×105cells／mLに調整した。24穴マ
イクロプレート（Coming　Labs．Inc．）にRPMI－1640培地で1：50に希釈したニジマス
血漿を300μLずつ分注した。次に各穴にケモタキシスチャンバー
（CHEMOTAXICELL　l3μm　pore　sizepoltcarbonatefilter，倉敷紡績株式会社）をセット
し、チャンバー内に100μLの好中球浮遊液（2×104cells）を入れ、15℃に90分間
置いた。その後、チャンバー内をRPMI－1640培地で数回洗浄した後、はずしたフィ
ルターをギムザ染色し、顕微鏡観察を行った。走化した好中球の割合は以下の式で算
定した。
MS－MC
走化性（％）　　＝ ×100
TN
MS：血漿に向かって移動した細胞数
MC：RPMI－1640（control）1こ向かって移動した細胞数
TN：全細胞数（2×104cells）
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　TTL－5E9で単離した好中球をエフェクター細胞とし、標的細胞にはYAC－1を用い
た。
　　試験方法は本章第二節に同じ。
結果および考察
　ガスクロマトグラフィーによって得られたニジマス好中球の主な脂肪酸組成を
Table．2－1に示した。好中球の脂肪酸組成は、同一条件下で飼育していたニジマスで
も個体ごとにバラツキがみられた。本節では丁皿，一5E9で単離したニジマス好中球の
脂肪酸組成と好中球の重要な機能である付着能、走化性、NK様活性との関連性をそ
れぞれ調べた。その結果、n－9系1価の不飽和脂肪酸（MUFA）であるオレイン酸の
割合いが増加するにつれて付着能が低下する傾向が認められた（Fig．2－3）。オレイン
酸は哺乳類細胞の付着を妨げることが知られている。これは、VCAM－1、ICAM－1、CD2、
LIAA－1、MAC－1、白血球付着分子などの発現を阻害し、付着能を抑制するためと考
えられている（Yaqoob，1998）。魚類の好中球の付着機構もオレイン酸によってなんら
かの調節を受けているのかもしれない。また、哺乳類ではn－3系多価不飽和脂肪酸
（PUFA）のドコサヘキサエン酸（DHA）も更に強い付着分子発現阻害作用を持つこ
とが知られているが（Yaqoob，1998）、ニジマスではDHAの割合と好中球の付着との
間には関連性が認められなかった。そして飽和脂肪酸（SFA）に対して多価不飽和脂
肪酸（PUFA）の割合が増加すると付着能と走化性が上昇する傾向が認められた
（Fig．2－41Fig．2－5）。一般に、膜脂質の変化による膜流動性の変化は、レセプター分布、
膜結合性タンパクである酵素の活性を変化させ、結果的に細胞の機能を変化させるこ
とが知られている（Singh6緬乙，1988；Johnston，19881Kinsellaε‘砿，1990）。また、哺乳
類の好中球は走化のプロセスにおいて、走化因子の方角に向かってレセプターが移動
し、次に細胞膜と細胞質を伸ばして偽足と呼ばれる突起を出して進むという過程を踏
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．む（Pea㎞anandVergani，1997）。これにはある程度運動性の高い細胞膜が要求される
と考えられる。本研究で得られた結果はPUFAの割合の増加によって膜の流動性が
増加したために膜の運動性が高くなったためであると思われた。また、n－6系PUFA
の割合と走化性との間には高い正の相関がみられ（Fig．2－6）、n－3系PUFAの割合の
増加によってもある程度までは走化性が上昇する傾向が認められた（Fig．2－7）。哺
乳類では好中球は炎症機構を担う重要な細胞であり、その機能はエイコサノイドなど
の脂質代謝産物の影響を強く受けることから自己免疫疾患やアレルギー性疾患の治療
において関連が重視されている。特にn－6系PUFAであるアラキドン酸（AA）の代
謝産物のロイコトリエンB4（LTB4）は好中球の強力な走化因子として働き、炎症応
答を引き起こす物質であるが、この作用はn－3系PUFAのエイコサペンタエン酸
　（EPA）の代謝産物であるLTB5（走化誘因力はLTB4の約1／10～1／30）の競合によ
り調節されている。そしてn－6系PUFAとn－3系PUFAの存在比は結果的にエイコサ
ノイドの産生に影響を与えることになるため、生物の生理学的機能において脂肪酸組
成とりわけn－6系PUFAとn－3系PUFAとの比を見ることが重要と考えられている
（Kinsella6砲乙，1990）。本研究では、n－3系PUFAに対するn－6系PUFAの割合の増加
に伴い走化性が上昇する傾向が認められたことから（Fig．2－8）、ニジマス好中球もま
た同様な機構を有している可能性が考えられた。
　NK様活性と脂肪酸との関連では、哺乳類の場合はNK活性がEPAによって抑制
されることが知られているが（Calder6緬」．，1998）、本研究においては関連性が認めら
れなかった。
　本研究において、走化性はある程度までは付着能の上昇に伴って上昇していく傾向
が認められた（Fig2－9）。哺乳類では、好中球は血流が遅い所程、異物侵入局所に向
かって組織内に侵入しやすくなるが、好中球は定常状態でも血管内に強く付着する傾
向を持ち（ローリング）、これによってさらに減速されてますます異物侵入局所に移
動しやすくなることが知られており（Pea㎞anandVergani，1997）、好中球の血管への
付着がなければ走化のプロセスは進行しない。ヒトでは白血球付着不全症候群という
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疾病があるが、好中球の付着が起こらないために、組織での免疫機能が著しく障害さ
れた結果、細菌や真菌の反復性感染症によって死期が早まることが知られている
（Pea㎞anandVerga血，1997）。また前述のように、ニジマス好中球の付着能と走化性
は構成脂質脂肪酸組成の影響を受けていると考えられることから、ニジマスにおいて
もビブリオ病などの細菌感染症に対する防御機構が脂肪酸の変化による影響を受けて
いる可能性も考えられる。
　魚類における脂質と免疫機能との関係は、全白血球あるいは他の白血球サブポピュ
レーションが多量に混在する試料を用いての研究が主流であった。第一章で作製した
MAb　TTL－5E9で単離した好中球を用いることによって、本研究において初めてニジ
マス好中球の構成脂質脂肪酸組成を分析することが可能となったことで、ニジマス好
中球の機能がその構成脂質脂肪酸と関連があることを明らかにすることができた。今
後、好中球機能と脂質のより明確な関係の解明に貢献することが期待される。
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まとめ
（1）ニジマスの好中球がYAC－1に対する非特異的細胞傷害性を有することを明らか
　にした。
（2）ニジマス好中球を構成する脂肪酸組成において、オレイン酸の増加にともなっ
　て付着能が低下する傾向がみられ、そしてSFAに対するPUFAの割合が増加す
　ると付着能と走化性が上昇する傾向が認められた。また、n－6系PUFAの割合と
　走化性との間には高い正の相関がみられ、n－3系PUFAの割合の増加によっても
　ある程度までは走化性が上昇する傾向が認められた。さらに、n－3系PUFAに対
　するn－6系PUFAの割合の増加に伴い走化性が上昇する傾向がみられた。
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要約
　本研究では、ニジマス好中球を認識するモノクローナル抗体（MAb）の作製およ
びそれを用いたニジマス好中球の単離を主眼とし、さらにいくつかの性状解析を試み
た。以下に、その概要を総括する。
ニジマス　　£を認　するモノクローナル （MAb）の　　および　　秀“　の
泌
　ニジマス好中球を認識するMAb産生ハイブリドーマ細胞株を樹立し、得られた
MAbをTIL－5E9と名付けた。フローサイトメトリーの結果、本MAbが認識する細
胞は体内に広く分布し、頭腎に最も多く分布していた（約21．5％）。本MAbが認識す
る抗原分子量を免疫沈降法を用いて推定したところ、分子量約63kDaおよび31kDa
の2つのバンドが検出された。MAb　TTL－5E9を用いてニジマス好中球の単離を試み
たところ、精度よく（約93％）単離することが可能となった．
MAbT皿，一5E9を　いて’》山したニジマス　　秀の生状
　MAb　TTL－5E9を用いて単離したニジマス好中球を用いていくつかの性状解析を試
みた。
　ニジマスの好中球がYAC－1に対する非特異的細胞傷害性を有することを明らかに
し、ニジマスの非特異的細胞傷害能は従来報告されていた無穎粒性小型リンパ球では
なく、好中球が担っていることを示した。
　好中球を構成する脂質脂肪酸組成と好中球の付着能・走化性および非特異的細胞傷
害性との関連性を調べたところ、オレイン酸の増加にともなって付着能が低下する傾
向がみられ、そしてSFAに対するPUFAの割合が増加すると付着能と走化性が上昇
する傾向が認められた。また、n－6系PUFAの割合と走化性との間には高い正の相関
がみられ、n－3系PUFAの割合の増加によってもある程度までは走化性が上昇する傾
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向が認められた。さらに、n－3系PUFAに対するn－6系PUFAの割合の増加に伴い走
化性が上昇する傾向がみられた。これらのことより、ニジマス好中球の機能がその構
成脂質脂肪酸と関連があることが明らかとなった。
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Table I - I . Cell composition of the fractions separated by a panning technique with 
MAb (TTL-5E9) from the pronephros 
Neutro-
phils 
Lym pho-
cytes 
Blast 
cells 
Macro-
phages 
Thrombo-
cyte s 
Positive fraction 93.4i I .2* 
Negative fraction 1 8. I I~ 9.7 
0.41!:0.1 
70.9 i 8 . 1 
4.5 :!1 1.0 
7.7 i I .2 
l .3 i 0.2 
2.4d: 0.3 
0.5 d~ O. 1 
0,9:!I0.1 
*Values are given as the mean percentage i S.D. from 6 individual trout. 
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Table2－L　Fatty　acid　composition　ofthe　head　lddney　neutrophils　from　rainbow　trout
Fatty　acids Composition（％）C．V．（％）
14：0
1so－15＝0
15：0
16＝0（pa㎞itic）
18：0（stearic）
20：0
1511n－8
16：1n－7
18：1n－9（01eic）
1811n－7
18：1n－5
20：1n－9
16＝2n－7
16：2n－4
16：3n－1
18：2n－6（Hnoleic）
20：3n－6
20：4血一6（arachidonic）
20：5n－3（EPA）
22：3n－6
22：4n．6
2215n－3
4．55±2．34
　1、80±1．45
　0．56±0．29
28．62±2．85
　8．16±0．83
　0．34±0．47レ
　1．53±O．42
　2．06±0．86
12．99±2．19
　3．63±0．43
　0．19±0．51
　1．04±0．81
　0．88±O、57
　0．68±1．71
1．386±0．37
2．91±2．76
　0．74±0．19
　4．63±1．00
　4．87±1．46
　1．04±1．69
　0．20±0．31
　0．93±0、24
51．4
80．6
51．8
　1．0
10．2
138、2
27．5
41．7
16．タ
11．8
268．4
77．9
64．8
251．5
27．2
94．9
25．7
21．6
30．0
162．5
155．0
25．8
22：6n－3（DHA）
ΣSFA
ΣMUFA
ΣPUFA
Σn－3
Σn．一6
15．91±3．27
44．20±4．63
20．81±2．21
34．99±5．56
21．70±4．52
10．42±3．79
20．6
10．5
10．6
15．9
20．8
36．4
SFA＝saturatedfattyacid；MUFA＝monounsaturatedfa靭acid；PUFA＝
polyunsaturated　fatty　acid．
Values　are　means±S．D．（nニ35）．
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Fig.1-1. How cytometry analysis of rainbow trout peripheral blood leucocytes (PBL). 
Flow cytometry FS/SS-dot plots: (a) all PBL, granulocytes and monocytes 
(gate A) and lymphocytes and thrombocytes (gate B); (b) PBL reacted with 
a MAb (TTL-5E9); (c) and (d) How cytometry fluorescence histograms of 
PBLS Iabeled with a MAb (TTL-5E9) for gate A and for gate B, respectively. 
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Fig.1-2. Transmission electron micrograph of a blood neutrophil 
immunoreacted with MAb TTL-5E9. Bar= I !L m. Gold particles 
(arrows) were present at surface of the neutrophil. 
45 
Lane A 
Lane B 
Lane C 
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.~ ,dP.g~,~~;b,~Fs~ (tDa) 
N  
l __ 
Fig.1-3. SDS-PAGE analysis of immunoprecipitated PBLS with MAb TTL-
5E9 (lane A), or an isotype-matched control antibody (lane B) and 
PBLS absorbed with protein A-agarose (lane C). The antigen complex 
consisted of non-covalently associated protein subunits of Mr of an 
approximately 63 kDa and 3 1 kDa. Two bands observed on lane B 
came from the heavy chain and light chain of mouse immunoglobulin. 
Numbers and arrows indicate Mr values of a set of reference proteins. 
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Fig.1-4. MAb TTL-5E9 positive cell percentage in several tissue of 
rainbow trout. Values were obtained flow cytometry analysis 
of samples from eight fish. 
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No．2　　No．3　　No．4　　No．5　　No．6Mean
Fig．2・1。Nonspecific　cytotoxicity　ofMAb　TTL－5E9－positive　or－negative
　　　　　cells　from　rainbow　trout　pronephros　againstYAC－1cells．This
　　　　　cytotoxicityassaywaspe㎡omedatanE：Tratioof125：1for8h。
　　　　　Meanvalue±S．D．is　givenfrom6individualtrout（No．1～No．6）
　　　　　（Student，sガ」test，＊：P＜0．005）．
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percentage of cell migration. 
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